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1. UVOD

Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) aromati¢ni je polugrm mediteranskog
podrucja koji svojim zlatnozutim cvatovima i opojnim mirisom privlac¢i brojne znatizeljnike.
Ime roda Helichrysum, koje potjece od grékih rijeci helios, §to znaci sunce, i chryos, $to znaci
zlato, daje do znanja kako vrste ovog roda imaju karakteristi¢ne cvatove svijetloZzute boje
(Perrini i sur., 2009). Rod Helichrysum (Miller) pripada porodici Asteraceae (glavocike) i
ukljucuje oko 600 vrsta diljem svijeta. U Mediteranskom podruc¢ju zastupljeno je oko 25
autohtonih vrsta od kojih su u Hrvatskoj dokumentirane dvije: Helichrysum italicum (Roth)
G. Don (sredozemno smilje) te Helichrysum arenarium (L.) Moench (pje$¢ano smilje)
(Perrini i sur., 2010). Stanista koja naseljava uglavnom su suha, a tlo pjeskovito ili kamenito.
Sve vrste roda Helychrysum su kserofiti te zahvaljujuéi svojim adaptacijama rastu u velikom

rasponu nadmorskih visina; od razine mora do 1700 m.n.v. (Perrini i sur., 2009).

Ljekovita svojstva smilja poznata su jo§ od antickog doba. Jedan od prvih pisanih
dokumenata u kojima se spominje smilje je ,,Historia Plantarum® (3. - 2. st. pr. Kr.), gr¢kog
filozofa Teofrasta u kojem se opisuje blagotvorno djelovanje smilja pomijesanog s medom na
ugrize zivotinja i opekline (Scarbourgh, 1978). U narodnoj medicini cvjetovi i listovi smilja
tradicionalno se koriste za olakSanje zdravstvenih tegoba poput alergija, prehlade, kaslja,
poremecaja vezanih uz kozu, jetru i mokra¢ni mjehur, raznih infekcija i nesanice (Palmeira-

de-Oliveira i sur., 2014).

Suvremena znanstvena istraZivanja potvrduju kako sekundarni metaboliti, a narocito
eteri¢no ulje smilja, imaju Sirok spektar bioloskog djelovanja: protuupalno (Sala 1 sur., 2003,
Appendino i sur., 2007), antialergijsko i antimikrobno (Nostro i sur., 2003), antioksidacijsko
(Sala i sur., 2003), te antivirusno (Appendino i sur., 2007). Vrsta Helichrysum italicum, u nas
poznatija pod nazivom sredozemno smilje, jedna je od najrasprostranjenijih i najvise

istrazivanih vrsta roda Helichrysum (Masteli¢ i sur., 2005).



1.1. Sredozemno smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don)

1.1.1. Morfoloske znacajke i rasprostranjenost

Sredozemno smilje (Helichrysum italicum) raste u obliku grma visine 30 do 70 cm. Na
razgranatim stabljikama naizmjeni¢no su rasporedeni uski Siljasti listi¢i ¢vrste kutikule koji su
s lica zeleni, a s nali¢ja sivozeleni, prekriveni sitnim dlacicama. Donji listi¢i pri osnovi biljke
skupljeni su u rozetu. Deblja kutikula listova 1 guste dlacice na nali¢ju koje Stite puci u cilju
smanjenja transpiracije te osiguravaju smilju prilagodenost na susne uvjete stanista (kserofiti).
Na vrhu stabljike, koja je takoder prekrivena dlac¢icama, sitni cvjeti¢i skupljeni su u
prepoznatljive zute cvatove koji cvatu od svibnja do kraja srpnja (Slika 1.). Cvatovi
zadrzavaju svoju zutu boju nakon cvatnje i susenja, zbog ¢ega su pod nazivom ,,besmrtno
cvijece” (eng. Immortelle) u anti¢koj Grckoj koristeni za izradu vijenaca. Svaka stabljika
zavrSava cvatovima. Cvjetovi grma su ujednacene veli¢ine jer su drSke gornjih cvjetova krace,
a gornjih nize. Biljka je dvodomna. Muski cvjetovi su neugledni, cjevastog oblika. Nakon
oplodnje cvjetovi brzo sazrijevaju. Plod je sitna roSka (Pohajda i sur., 2015). Sjeme je
duguljasto, crno, sitno, a 1 g sjemena sadrzi 3300-3700 zrna. Podzemni izdanak smilja je
razgranat i duboko prodire u tlo. 1z drvenastog vretenastog rizoma svake sezona razvija se
viSe desetaka stabljika koje nose cvat. Brzi protok vode osiguran je Sirim provodnim

elementima u morfologiji ksilema (Stepanovi¢ i sur., 2009.).

Slika 1. Primorsko smilje (Helichrysum italicum) na svom prirodnom stanistu (Preuzeto s

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a0/Helichrysum italicum ssp serotinum

3.jpg)



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a0/Helichrysum_italicum_ssp_serotinum_3.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a0/Helichrysum_italicum_ssp_serotinum_3.jpg

Primorsko smilje je prirodno rasprostranjeno u zemljama Sredozemlja (Cipar, Grcka,
Hrvatska, Italija, Francuska, Spanjolska, Alzir i Maroko,Slika 2.). Najpoznatije prirodno
nalazi$te je na francuskom otoku Korzici. Samoniklo raste na kr§evitom podrucju, siromasnim
pjeskovitim tlima ili na plitkim tlima napustenih poljoprivrednih povrsina. Odgovara mu veca

koli¢ina sun¢evog zracenja, Sto odreduje aromati¢na svojstva (Salinovi¢, 2007).

Helichrysum italicum
AUTOHTONA VRSTA

I MOGUCA AUTOHTONA VRSTA
ALOHTONA VRSTA
NEFORMALNO ALOHTONA VRSTA
UZGOJ SIROKIH RAZMIJERA

Botanical Museum. Helsinki, Finland 2015
Data from BGBM, Berlin-Dahlem. Germany

Slika 2. Rasprostranjenost sredozemnog smilja (Helichrysum italicum) na podrucju Europe i
sjeverne Afrike (Preuzeto s
http://euromed.luomus.fi/euromed_map.php?taxon=416249&size=medium )

1.1.2. Uzgoj smilja

Smilje se razmnoZzava generativno sjemenom 1 vegetativno reznicama ili dijeljenjem
busena. Kako se izravna sjetva sjemena ne preporuca, vazno je proizvesti kvalitetne
presadnice (Pohajda i Zuti¢, 2014). Proizvodnja presadnica iz sjemena uklju¢uje njihov uzgoj
tijekom ljeta u hladnim klijali§tima. Prilikom ru¢ne sjetve sjemena na 1 m? hladnog klijalista

potrebno je 0,5 g sjemena, ¢ija je klijavost 50 %. S hladnog klijaliSta povrSine 1 m? moZe se


http://euromed.luomus.fi/euromed_map.php?taxon=416249&size=medium

dobiti 300-400 presadnica smilja (Pohajda i sur., 2015). Proizvodnja presadnica vegetativnim
razmnozavanjem iz reznica moze se odvijati u zasti¢enom prostoru tijekom cetiri do pet
tjedana. Vazno je da su reznice odabrani ovosezonski izbojci s dovoljno odrvenjelim baznim
dijelom. Na gorenjem dijelu reznica duzine od 4 do 6 cm potrebno je ostaviti oko Cetiri listica,
koji omogucuju proces fotosinteze. Ostale listi¢e potrebno je ukloniti u cilju osiguranja
dovoljne koli¢ine energije za stvaranje korijena. Nakon §to se napravi rez, reznice se stavljaju
u pripremljeni supstrat. Prethodna primjena regulatora rasta (hormona) za zakorjenjivanje
ovisi o tipu proizvodnje. Reznicama je vazno osigurati dovoljno vlage i svjetlosti te zastitu od

prejakog suncevog zracenja.

Mikrorazmnozavanje u uvjetima in vitro najkvalitetniji je i najsigurniji nacin

razmnozavanja Smilja koji se preporucuje i u komercijalnoj proizvodnji (Pohajda, 2014).

Kultura biljnih stanica, tkiva i organa je metoda kojom se u kontroliranim asepti¢kim
uvjetima omogucava rast i umnozavanje stanica, tkiva i organa na hranjivim podlogama.
Uvjeti potrebni za poticanje rasta i razvoja, odrzavanje biljke u kulturi te regeneraciju biljaka
razli¢iti su za svaku biljnu vrstu. Za uspjeSnu mikropropagaciju najvazniji su odabir
eksplatanata, sastav hranjive podloge te kontrolirani uvjeti. Prema metodi Perrini-a i sur.
(2009), za mikropropagaciju smilja najprije je potrebno odabrati zdravu biljku (iz prirodnih
izvora ili uzgojenu). Zatim se u sterilnim laboratorijskim uvjetima od mati¢ne biljke odvoje
vr$ni pupovi veli¢ine 4-5 mm koji se steriliziraju u 0,1 %-tnoj otopini HgCl, u trajanju od 15
minuta i operu u sterilnoj destiliranoj vodi. Eksplantati se nasaduju na hranjivu podlogu MS
(Murashige i Skoog, 1962) uz dodatak agara, saharoze i regulatora rasta 6-benzilaminopurina
(BA) i indol-3-octene kiseline (IBA). Vrijednost pH hranjive podloge se podesi izmedu 5,6 i
5,8. Kulture se drze oko 35 dana na temperaturi od 21 £ 1 °C u uvjetima dugog dana pod
rasvietom jadine 50 pE m? s*. Ova metoda osigurava najbolju proliferaciju eksplantata
(Perrini i sur., 2009).

1.1.4. Kemijski sastav nadzemnih dijelova smilja

Biljke roda Helichrysum bogati su proizvodac¢i sekundarnih metabolita ukljucujuéi
flavonoide, acetofenone, floroglucinole, pirone, triterpene i seskviterpene (Rosa i sur., 2007).
Brojna znanstevna istrazivanja utvrdila su Sirok spektar strukturne raznolikosti njegovih

sastavnica (Sala i sur., 2002; Sala i sur., 2003; Rosa i sur., 2007; Perrini i sur., 2010; De Feo i



sur., 2011). Prema Perrini-u i sur. (2010) nadzemni dijelovi smilja sadrze ¢ak 62 razlicita

kemijska spoja svrstanih u sljedece skupine:

1. Flavonoidi (0,6 %) od kojih su najzastupljeniji:

apigenin, apigenin-7-O-glukozid, apigenin-7,4-di-O-glukopiranozid
gnafaliin

helikrizin A i helikrizin B

izosalipurpozid (kalkon odgovoran za zutu boju cvatova smilja)
kemferol-glukozid, kemferol-3-O-(6-O-trans-p-kumaroil)-B-glukopiranozid
(tilirozid)

kvercetin-3-O-glukozid, kvercetin-3-O-rutinozid, kvercetin-3-O-
glukopiranozid

luteolin-7-glukozid

naringenin i naringenin-5-O-glukozid
3,5-dihidrokis-6,7,8-trimetoksi flavoni

5,7-dihidroksiflavon (pinocembrin)

2. Eteri¢no ulje (0,4 %) s glavnim sastavnicama:

a-pinen, a-cedren, a- i B-selinen, aromadendrin, B-kariofilen, limonen, a- i

y- kurkumen, nerol, neril acetat, geranil-acetat

3. Fenolne kiseline (0,03 % u slobodnom i 0,07 % u vezanom obliku):

dihidroksibenzojeva kiselina
kavena kiselina

p-kumarinska kiselina

4. Kumarini:

eskuletin

umbeliferon

skopoletin



5. Ostali:
a) Triterpeni i steroli: B-sitosterol glukoronoid, kampestrol, ursolna kiselina
b) Ftalidi: 5-metoksi-7-hidroksiftalid i 5-metoski-7-hidroksiftalid-glukozid
c) Derivati a-pirona: arenol, homoarenol i arzanol
d) Derivati floroglucinola i acetofenona: bitalin A, 4-hidroksi-3-(3-metil-2-
butenil) acetofenon

e) Tanini

Sastav eteri¢nog ulja uvelike ovisi o okoliSnim uvjetima u kojima se biljka nalazi, ali i
0 genotipu biljke (Perrini i sur., 2010). Ovi su autori podijelili esencijalno ulje smilja
(Helichrysum italicum ssp. italicum) u tri razli¢ita kemotipa: (I) genotip bogat nerolom i
njegovim esterima, (II) genotip bogat a- i B-selinenom i (IIT) genotip bogat y-kurkumenom.
Sastav eteri¢nog ulja smilja koje raste u Hrvatskoj istrazili su Masteli¢ i sur. (2008). GC-MS
analizom identificirali su 44 sastavnice od kojih su se isticali: a-pinen (12,8 %), 2-
metilcikloheksil pentanoat (11,1 %), neril acetat (10,4%) i 1,7-di-epi-a-cedren (6,8 %).



A. APIGENIN

C. HELIKRIZIN A

A

E. NERIL ACETAT

Slika 3. Strukture flavonoidnih (A-C) i terpenoidnih (D-F) spojeva prisutnih u nadzemnim
djelovima smilja (Helichrysum italicum) (Preuzeto s https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

B. ARZANOL

D. a- PINEN

F.y- KURKUMEN



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

1.1.5. Bioloski udinci ekstrakata smilja

Protuupalno djelovanje

Protuupalno djelovanje smilja temelji se na inhibiciji sinteze i/ili aktivacije medijatora
upale poput leukotriena, prostaglandina i enzima ciklooksigenaze (COX). Najuspjesniji u
smanjenju procesa upale su acetofenoni (aromatski ketoni) te flavonoidi (gnafaliin,
pinocembrin i tilirozid). Flavonoidi gnafiliin (metoksiflavon) i pinocembrin (flavonon)
pokazali su visoku stopu inhibicije leukotriena B4 od ¢ak 94 i 96 %. Gnafiliin, pinocembrin i
tilirozid (flavonol acil-glukozid) smanjuju edem, uzrokovan kemijskim agensima u Zenki
miSeva za visSe od 70 % (Sala i sur., 2003.) Appendino i sur. (2007) izvjestili su o
protuupalnom djelovanju arzanola (2H-piran-2-on) izoliranog iz vrste Helichrysum italicum
subsp. microphyllum. Protuupalno djelovanje anzanola temelji se na inhibiciji produkcije
faktora koji pokrecu upalnu reakciju (interleukini-1, -6, i -8 (IL), faktor nekroze tumora o
(TNFa), prostaglandini (PGE)). Istrazivanja na ljudima proveli su Voinchet i Giraud-Robert
(2007) koji su pratili zarastanje rana odnosno oziljaka u pacijenata nakon plasti¢ne operacije
prsnog kosa. Pacijenti su dva puta dnevno oralno uzimali dvije kapi esencijalnog ulja smilja
(Helichrysum italicum subsp. serotinum) u periodu od 3 mjeseca. S obzirom na kontrolnu
grupu, koja nije uzimala esencijalno ulje smilja, u pacijenata koji su konzumirali ulje smilja

zamjecena je znacajna redukcija upalne reakcije, oteknuca 1 modrica.
Antimikrobno i antivirusno djelovanje

Zbog rastuceg problema otpornosti bakterija na sinteticke antibiotike ne iznenaduje i
znafajan porast istrazivanja antimikrobne aktivnosti smilja. Brojni ekstrakti smilja
(Helichrysum italicum) pokazali su inhibirajuce djelovanje na rast Gram-pozitivnih bakterija i
njihovu virulenciju, dok su rezultati antimikrobne aktivnosti prema Gram-negativnim
bakterijana slabije izraZeni (Palmeira-de-Oliveira i sur., 2014). Nostro i sur. (2001) izvjestili
su da dietil eterski ekstrakt smilja znacajno smanjuje aktivnost enzima bakterije
Staphylococcus aureus, naro¢ito DNA-aze, lipaze, termonukleaze i koagulaze, te smanjuje
mogucnost produkcije enterotoksina B 1 C. Etanolni ekstrak smilja pokazao se uspjeSnim u
inhibiciji rasta bakterije Streptococcus mutans, jedne od glavnih uzroénika karijesa (Nostro i
sur., 2004). Zastitnicki ucinak etanolnog ekstrakta smilja pripisuje se flavonoidnim

komponentama.



Istrazivanjem ucinka ekstrakta smilja na Gram-negativne bakterije, Lorenzi i sur.
(2009) uocili su kako geraniol, alkohol iz skupine monoterpena, povecava osjetljivost
bakterija na antibiotike prema kojima su iste prethodno pokazivale otpornost. Dodatak
geraniola povecava ucinak antibiotika na visestruko otporne sojeve vrsta Enterobacter

aerogenes, Escherichia coli, Acinetobacter baumanii i Pseudomonas aeruginosa.

Antivirusnu aktivnost ekstrakta smilja istrazivali su Appendino i sur. (2007).
Tretiraju¢i stani¢nu kulturu Jukat (,,besmrtna“ linija limfocita T koja se Kkoristi u
laboratorijskim istrazivanjima) najprije HIV-1 virusom pa zatim acetonatnim ekstraktom
arzanola izoliranog iz smilja, uocili su znacajnu inhibiciju umnozavanja HIV-1 virusa u
limfocitima T. Pokazu 1i spomenuta istrazivanja uspjeh u klinickim studijama, mozemo se

nadati novim, jeftinijim i manje toksi¢nim lijekovima (Palmeira-de-Oliveira i sur., 2014).
Antioksidacijsko djelovanje

Oksidativni stres definiran je kao neravnoteza u stvaranju slobodnih radikala i
reaktivnih metabolita - reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) te njihove eliminacije pomocéu
zastitnih mehanizama odnosno antioksidanasa. Ta neravnoteza uzrokuje ostecenja vaznih
biomolekula (lipida, ugljikohidrata, DNA) i stani¢nih struktura (Vladimir-Knezevi¢ i sur.,
2011). Biljke 1 drugi organizmi razvili su Sirok spektar mehanizama za suoCavanje s tim
problemom (Arora i sur., 2002). Na razli¢itim ekstraktima smilja provedena su brojna
istrazivanja u svrhu odredivanja antioksidacijske aktivnosti (Czinner i sur., 2000, De Feo i

sur., 2011, Poli i sur., 2003, Sala i sur., 2002, Sala i sur., 2003, Sun i sur., 2010).

Sala i sur. (2002) istrazivali su antioksidacijsko djelovanje nadzemnih djelova smilja
(Helichrysum italicum) pripremljenih  ekstrakcijom metanolnog ekstrakta smilja.
Pripremljenim ekstraktima testirana je anti-peroksidativna aktivnost na stanicama jetre misa,
inhibicija DPPHe radikala i inhibicija superoksidnog radikala (O;"). U testu lipidne
peroksidacije (enzimske i neenzimske) ekstrakt smilja pokazao je visoku anti-preoksidativnu
aktivnost (>95 %). Antioksidacijska ativnost s obzirom na DPPHe radikal takoder je bila

visoka (>89 %). Inhibicija superoksidnog radikala bila je izrazito niska.

Istrazivanje antioksidacijske aktivnosti flavonoidnih sastavnica proveli su Sala i sur.
(2003) na gnafiliinu, pinocembrinu i tilirozidu. Istrazen je utjecaj ekstrakata spomenuth
falvonoida na lipidnu peroksidaciju mikrosoma jetre Stakora, stvaranje superoksidnih radikala

i neutralizaciju DPPHe* radikala u uvjetima in vitro. Kao najaktivniji, u svim se metodama



pokazao tilirozid. Znacajno je inhibirao enzimatsku i neenzimatsku lipidnu peroksidaciju (>98
%), postotak inhibicije DPPHe radikala bio je 98 %, te je jedini od testiranih flavonoida

znacajno inhibirao superoksidni radikal.

Osim flavonoida znacajan antioksidacijski potencijal imaju i druge sastavnice: arzanol,
helipiron i a-piron-floroglucinol pokazali su visoku sposobnost inhibicije lipidne
peroksidacije, te znaCajnu redukciju oksidativnog stresa izazvanog malondialdehidom
(MDA). Najaktivnijim se pokazao arzanol koji je lipidnu peroksidaciju smanjio za 90 %, a
oksidativni stres u stani¢noj kulturi VERO za 40 % (Rosa i sur., 2007).

1.2. Sekundarni biljni metaboliti

Sekundarni metaboliti obuhvacaju S$irok spektar organskih spojeva koji nemaju
nikakvu neposrednu ulogu u primarnom metabolizmu, ali imaju vaznu ekolosku funkciju jer
predstavljaju zastitu od herbivornih organizama i infekcije mikrobima. Osim toga sluze i za
primamljivanje opraSivaca i zivotinja koje rasprostranjuju sjemenke te kao tvari koje

posreduju u alelopatiji (Pevalek-Kozlina, 2003).

Danas je poznato oko 100 000 sekundarnih metabolita. Na temelju nacina njihove
biosinteze sekundarni se metaboliti mogu podjeliti u tri skupine: terpene, fenolne spojeve i
metabolite koji sadrze dusik (Pevalek-Kozlina, 2003). Na biosintezu i sadrzaj sekundarnih
metabolita utjeCu promjene okoliSnih uvjeta stoga mogu biti dobri pokazatelji biotic¢kih 1
abiotickih stresnih uvjeta. Njihov sadrzaj ovisi o tome u kojem se organu, tkivu ili stanici
nalaze te se mijenja u ovisnosti o godi$njim dobima i starosti biljke (Ferrat i sur., 2003).
Sekundarni metaboliti su vazni i za Covjeka jer se zahvaljujuci snaznoj bioloSkoj aktivnosti
neki od njih mogu Kkoristiti kao antitumorska, antivirusna i antibakterijska sredstva,
neurotoksini i dr. (Mazid i sur., 2011).

10



1.2.1. Fenolni spojevi

Biljni fenoli heterogena su skupina sekundarnih metabolita, sveprisutnih u biljnom
svijetu. To su spojevi koji imaju fenolnu tj. hidroksilnu skupinu na aromatskom prstenu. Neki
od njih topivi su samo u organskim otapalima, neki u vodi, a neki su veliki, netopivi polimeri
(Pevalek-Kozlina, 2003). Fenolni spojevi topivi u vodi nalaze se uglavnom u vakuoli biljne
stanice, dok su netopivi uglavnom dio stani¢ne stijenke. U biljnim stanicama imaju razlicite
uloge kao $to su odrzavanje strukture stanice, pigmentacija, privlacenje oprasivaca, otpornost
prema patogenima, odbijanje herbivora, te djeluju na rast i razvoj (Vladimir-Knezevi¢ i sur.,
2011).

Fenolni spojevi se sintetiziraju u putu sikiminske i malonske kiseline. Put Sikiminske
kiseline sudjeluje u biosintezi veéine biljnih fenola, dok je put malonske kiseline znacajniji u
bakterija i1 gljiva. Veéina fenolnih spojeva nastaje iz aromatskih aminokiselina fenilalanina i
tirozina. Klju¢ni korak u sintezi je konverzija fenilalanina u cimetnu kiselinu eliminiranjem
molekule amonijaka pomocu enzima fenilalanin-amonij-lijaze (PAL). Produkt fenilalanin-
amonij-lijaze je trans-cimetna Kiselina, jednostavan Cg fenolni produkt poznat kao
fenilpropan. Aktivnost PAL pod kontrolom je brojnih okoli$nih i unutarnjih ¢imbenika, npr.
prisutnosti regulatora rasta, svjetlosti, opskrbe hranjivim tvarima i gljivicne infekcije. Na
temelju svoje slozenosti, biljni fenolni spojevi podijeljeni su na jednostavne fenolne spojeve,

lignin, flavonoide i tanine (Pevalek-Kozlina, 2003).
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1.3. Oksidativni stres i antioksidacijski sustavi u biljaka

Svi zivi organizmi izloZeni su razli¢itim vrstama stresa koji mogu uzrokovati abioticki
i bioti¢ki ¢imbenici. Kako biljke zbog svoje nepokretnosti imaju ograni¢ene mehanizme za
izbjegavanje stresa, razvile su razli¢ite mehanizme kojima se adaptiraju i/ili aklimatiziraju na
promjene u okoliSu. Zajednicka znacajka razli¢itih vrsta stresa jest da potiCu pojacanu
proizvodnju reaktivnih oblika kisika (ROS) u biljnim tkivima. Reaktivni oblici kisika nastaju
u biljnim tkivima i u nestresnim uvjetima ali u manjim koli¢inama. U tom slucaju
antioksidacijski obrambeni sustav pruza adekvatnu zastitu od reaktivnih oblika Kisika i
slobodnih radikala (Asada i sur., 1987). U niskim koncentracijama ROS djeluju kao signalne
molekule upozoravajuci biljku na abioticke i bioticke stresore (Wook i sur., 2011). Stresni
uvjeti poti¢u povecanu proizvodnju toksi¢nih derivata kisika koji mogu ostetiti stanice i
izazvati smrt a kao odgovor na to biljke povecavaju proizvodnju antioksidacijskih molekula.
Zanimljivo je kako dijelovi biljne stanice u kojima nastaje najvise reaktivnih oblika Kisika
(npr. reakcijsko srediSte fotosistema i apoplastni prostor) imaju izrazito slabe zaStitne

mehanizme (Arora i sur., 2002).

1.3.1. Nastanak reaktivnih oblika kisika i prate¢i regulatorni mehanizmi

Molekularni kisik produkt je oksidacije vode u fotosintetskom transportnom lancu
elektrona. Medutim, u transportnom lancu elektrona kisik se moze koristiti kao akceptor
elektrona pri ¢emu nastaje superoksidni radikal (O;"). Kisik koji se ne koristi kao akceptor
elektrona asimilira se tijekom fotorespiracije u fosfoglikolat. Obje reakcije (nastajanje
fosfoglikolata i nastajanje superoksidnog radikala) imaju negativne i pozitivne uc¢inke. Nastali
superoksidni radikal zbog svojeg djelovanja mora biti eliminiran pomocu zastitnih
antioksidacijskih mehanizama, dok se fosfoglikolat mora oksidirati do fosfoglicerata (kako bi
mogao ponovno uc¢i u Calvinov ciklus), pri ¢emu dolazi do znacajnog gubitka asimiliranog
ugljika. Osim toga, oksidacijom fosfoglikolata u fosfoglicerat, nastaju znacajne koli¢ine
vodikova preoksida (H,O;) u peroksisomima. Iako se vecina vodikova peroksida metabolizira
u kisik i vodu djelovanjem enzima katalaze, dio ¢ini neizbjeznu $tetu dekarboksilacijom keto-
kiselina (Arora i sur., 2002).
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Nastanak singletnog kisika (*O,) i zastitni mehanizmi uklanjanja

Primarni izvor nastanka singletnog kisika je klorofil. Singletni kisik mozZe nastati i kao
produkt aktivnosti enzima lipooksigenaze. Kao i hidroksilni radikal (OHe), singletni je kisik
izrazito destruktivan jer reagira s ve¢inom bioloski vaznih molekula. Zivotni vijek singletnog
stanja pobudenog klorofila izrazito je kratak (10713 sekundi), ali varira u razli¢itim fizioloSkim
uvjetima. Primarna uloga pobudivanja klorofila u viSa energetska stanja jest prijenos energije
ili elektrona. Osim pobudivanja klorofila u singletno stanje, postoje joS dva mehanizma
kojima on prelazi u viSa energetska stanja — fluorescencija i konverzija klorofila u tripletno

stanje. Oba mehanizma u svom putu, u interakciji s kisikom, proizvode singletni Kisik.

Tilakoidne membrane razvile su dva mehanizma zastite od razarajuceg djelovanja
singletnog kisika. Prvi mehanizam ukljucuje regulaciju fotosistema kako bi se minimizirala
mogucnost pobudivanja klorofila u tripletno stanje, dok drugi mehanizam ukljucuje brzo
»gasenje tripletnog stanja klorofila i singletnog kisika pomodu ,gasitelja” vezanih na
tilakoidnu membranu. Dva su glavna procesa koja smanjuju Zzivotni vijek pobudenog
singletnog stanja klorofila: prvi ukljucuje fotokemijski i elektronski prijenos energije u
reakcijsko srediste, dok drugi ukljucuje gubitak (rasipanje) viska enegije u obliku topline

(Aroraisur., 2002).
Nastanak superoksidnog radikala (O,") i zastitni mehanizmi uklanjanja

Superoksidni radikal najce$ce nastaje u kloroplastima u transportnom lancu eletrona
kada se molekularni kisik koristi kao akceptor elektrona. Tok elektrona izmedu fotosistema I
(PSI) i fotosistema Il (PSII) regulira redukcijsku sposobnost PSI za koju su odgovorni su
feredoksini, proteini koji sadrze sumpor i1 Zeljezo. Zbog negativnog elektokemijskog
potencijala feredoksini mogu donirati elektron molekularnom kisiku, $to rezultira nastankom
superoksidnog radikala. Vecina nastalog superoksidnog radikala se pomocu enzima
superoksid-dismutaze (SOD) pretvara u molekularni kisik i vodikov peroksid koji se zatim
pomocu katalaze razgraduje do molekularnog kisika i vode. Osim uz pomo¢ SOD
superoksidni radikal se spajanjem s vodikovim kationom spontano raspada na vodikov
peroksid i molekularni kisik. Superoksidni radikal moze nastati i u mitohondrijima tijekom

prijenosa elektrona (Arora i sur., 2002).
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Nastanak vodikovog peroksida (H,O,) i zastitni mehanizmi uklanjanja

Vodikov peroksid nastaje djelovanjem enzima SOD na superoksidni radikal. Osim
toga, vodikov peroksid nastaje i spontanom reakcijom superoksidnog radikala s H*. U
stanicama lista, katalaza (enzim koji razgraduje vodikov peroksid do vode i kisika) je
lokalizirana samo u peroksisomima i nije nadena u kloroplastima. Kako je difuzija vodikovog
peroksida u peroksisome izrazito spora reakcija, mala se koli¢ina nastalog vodikovog
peroksida katalizira pomoc¢u katalaze dok se u kloroplastima vodikov peroksid uklanja
djelovanjem peroksidaza.

Nastanak hidroksilnog radikala (OHe¢) i zaStitni mehanizmi uklanjanja

Vodikov peroksid (H,0,) i superoksidni radikal (O,™) relativno su slabo reaktivni, ali
mogu formirati reaktivne vrste poput hidroksilnog radikala (OHe) koji djeluje izrazito
razarajuée na stani¢ne komponente. Hidroksidni radikal poznat je po reakcijama lipidne

peroksidacije i oStecenja strukture DNA koje stanicu vode u smrt.

1.3.2. Antioksidacijski sustavi u biljaka

Biljke posjeduju izrazito ucinkovite sustave obrane kojima se brane od razarajuceg
djelovanja reaktivnih oblika kisika. Obrambeni sustav nije ograni¢en samo na intracelularni

prostor ve¢ je u manjim koli¢inama rasporeden i u apoplastnom prostoru (Arora i sur., 2002).
Superoksid dismutaza (SOD)

Enzim superoksid dismutaza pripada skupini metalo-enzimskih katalaza koje
disproporcioniraju superoksidni radikal do molekularnog kisika i vodikovog peroksida
(Scandalios, 1993). Superoksid dismutaza uklanja superoksidni anion i time smanjuje
mogucénost nastanka hidroksilnog radikala. Tri su najpoznattija izoenzima SOD najcesce
zastupljena u biljnim organizmima: Mn-SOD (mangan-SOD), Cu/Zn-SOD (bakar/cink-SOD)
i Fe-SOD (zeljezo-SOD). Mn-SOD se uglavnom nalazi u mitohondrijima i peroksisomima, no
nadena je i u nekim citosolnim frakcijama (Hernandez i sur., 1994). Cu/Zn-SOD se takoder
nalazi u mitohondrijima i peroksisomima (Hamilton i sur., 1996) dok je Fe-SOD uglavnom
lokalizirana u kloroplastima, te u manjim koli¢inama u citosolu, mitohondrijima i

peroksisomima (Gomez i sur., 1999).
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Askorbinska kiselina (vitamin C) i askorbat peroksidaza

Askorbinska kiselina u visokim je koncentracijama prisutna u kloroplastima, citosolu,
vakuoli i apoplastu stanica lista u obliku soli askorbata. Ona je jedan od najvaznijih
antioksidanasa u biljkama s glavnom ulogom uklanjanja vodikovog peroksida (Foyer i
Noctor, 1998). Oksidacija aksorbinske kiseline odvija se u dva koraka; u prvom koraku
nastaje mono-dehidro-askorbat koji se, ako ne dode do ponovne redukcije u askorbinsku
kiselinu, disproporcionira na dehidro-askorbat i askorbinsku kiselinu. Peroksidazna aktivnost
askorbat peroksidaze uglavnom se odvija u kloroplastima i citosolu (Chen i Asada, 1989).

U kloroplastima se, zajedno s enzimom SOD, askorbat peroksidaza nalazi u dva
oblika: vezana za tilakoidne mebrane te u slobodnom obliku. Zajedni¢kim djelovanjem SOD i
askorbat peroksidaze, superoksidni radikal disproporcionira se djelovanjem SOD u vodikov
peroksid i molekularni kisik, a zatim se nastali vodikov peroksid peroksidaznom aktivnoscu
askorbat peroksidaze reducira do vode. Askorbinska kiselina se u toj reakciji oksidira u mono-
dehidro-askorbat koji se zatim djelovanjem dvaju enzima regenerira (oksidira) natrag do
askorbinske kiseline: prvi enzim je mono-dehidro-askorbat reduktaza koja koristi NADPH
kako bi reducirala mono-dehidro-askorbat do askorbinske kiseline. Drugi enzim dehidro-
askorbat reduktaza koja direktno reducira mono-dehidro-askorbat do askorbinske kiseline

koristeci eletrone iz fotosistemskog transportnog lanca elektrona.

Regeneracija askorbinske kiseline dodatni je mehanizam regulacije elektronskog
transporta u kloroplastima. Askorbinska kiselina nije samo jaki antioksidans, ve¢ je uklju¢ena

i u aktivnost fotosistema Il ovisnu o pH vrijednosti (Arora i sur., 2002).
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Glutation i glutation reduktaza

Glutation odnosno glutamil cisteinil glicin (GSH) najznacajniji je niskomolekularni
tiol u vecine biljaka. Uloga glutationa je reducirati disulfidne mostove kako bi se zastitile
tiolne skupine enzima i regenenrirala askorbinska kiselina. Osim toga ima vaznu ulogu u
»gasenju’ singletnog kisika i hidroksilnog radikala. U nekim biljkama, npr. mahunarkama,
glutation je u potpunosti zamijenjen drugom vrstom izoenzima — homoglutationom (glutamil
cisteinil alanin). Kao disulfidni reducens, glutation detoksicira herbicide reakcijom
konjugacije, bilo spontano ili pomocu jedne od mnostva glutation-S-transferaza, te regulira

ekspresiju gena kao odgovor na okoli$ni stres i napad patogena (Kunert i sur., 1993).

Takoder, glutation sudjeluje u regeneraciji askorbinske kiseline pomocu enzima
dehidro-askorbat reduktaze (DHA). U reakciji regeneracije askorbata glutation (GSH) se
oksidira do glutation disulfida (GSSG). Pomoc¢u enzima glutation reduktaze glutation disulfid
se reducira do glutationa u NADPH-ovisnoj reakciji. Glutation i glutation reduktaza
uglavnom se nalaze u kloroplastima, mitohondrijima i citosolu biljne stanice (Gomez i sur.,
1999).

a-tokoferol (vitamin E) i karotenoidi

a-tokoferol snazan je antioksidans vezan za stanicnu membranu koju Stiti od
razarajuceg djelovanja singletnog kisika, lipidnih peroksida, te superoksidnog i hidroksilnog
radikala. Askorbinska kiselina i a-tokoferol izrazito su u¢inkoviti antioksidansi budu¢i da su u

normalnim fizioloSkim uvjetima relativno slabi donori elektrona (Arora i sur., 2002).

Karotenoidi su, kao jedni od najznaajnijih biljnih pigmenata, izrazito ucinkoviti
»gasitelji singletnog kisika. Pritom nastaje ekscitirani triplet karotenoida koji svoju energiju
otpusta u obliku topline. Jo$ vaznija uloga karotenoida je njihova sposobnost da direktno
primaju ekscitiranu energiju elektrona od tripletnog klorofila i otpuStaju ju u obliku topline

¢ime direktno Stite fotosintetski aparat od oStecenja (Pevalek-Kozlina, 2003).

16



1.4. Metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta u uvjetima in vitro

Prirodni antioksidansi, prisutni u vocu, povréu i drugim biljnim ekstraktima, privukli
su veliku pozornost konzumenata i znanstvene zajednice, budu¢i da epidemioloska
istrazivanja upucuju kako c¢esta konzumacija prirodnih antioksidanasa smanjuje rizik od
kardiovaskularnih bolesti i tumora (Temple, 2000). Porastom interesa za antioksidanse i
njihov utjecaj na ljudsko zdravlje, raste i broj metoda za odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta njihovih prirodnih izvora. Jedne od najpopularnijih metoda za odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta u uvjetima in vitro su kolorimetrijske metode (Vladimir-
Knezevié i sur., 2011).

Kolorimetrijske metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelje se na redoks
reakcijama sintetickih radikala i1 antioksidanasa prisutnih u raznim biljnim vrstama pri ¢emu
dolazi do promjene boje reakcijske smjese (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2011). Prema
mehanizmu djelovanja, odnosno prema vrsti kemijske reakcije koja se odvija izmedu radikala
I antioksidansa, antioksidacijske se metode dijele na dvije vrste: (I) metode temeljene na
transferu vodikovih atoma (metode HAT) i (II) metode temeljene na transferu (jednog)
elektrona (metode ET). Upravo je zbog razli¢itog mehanizma reakcije u odredivanju
antioksidacijskog kapaciteta odredene biljne vrste ili kemijske sastavnice potrebno provesti

barem dvije metode s razli¢itim mehanizmom reakcije (Huang i sur., 2005).

Metoda ABTS pripada skupini metoda HAT. Temelji se na ,,gasenju” plavozelenog
radikal kationa 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonske kiseline (ABTSe" radikal-
kationa), koji se formira kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a (Re i sur.,
1999).

Metoda DPPH takoder pripada skupini metoda HAT. Temelji se na ,,gaSenju®
ljubi¢aste otopine DPPHe radikala (2,2-difenil-pikrilhidrazil radikala) u prisutnosti
antioksidansa (AH ili AOH) ili drugog radikala (Re) pri ¢emu dolazi do tvorbe neradikalnog
oblika DPPH-H ili DPPH-R (Awah i sur., 2012).

Metoda FRAP pripada skupini metoda ET budu¢i da se mehanizam reakcije temelji na
redukciji bezbojnog Fe"-TPTZ (TPTZ — 2.,4,6-tripiridil-s-tirazin) kompleksa u intenzivno
plavi Fe'-TPTZ kompleks pri niskim pH vrijednostima (3,6) (Benzie i Strain, 1999).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanje je utvrditi utjeCe li 1 kako koncentracija saharoze u hranjivoj
podlozi na koli¢inu fenolnih spojeva (ukupnih fenola, tanina, flavonoida i antocijana) i
antioksidacijski kapacitet ekstrakata smilja. Buduci da su fenolni spojevi poznati po svojim
antioksidacijskim svojstvima, oc¢ekuje se da ¢e koli¢ina fenolnih spojeva direktno utjecati na
antioksidacijski kapacitet. Metode koje ¢e se koristiti za odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta su ABTS, DPPH i FRAP.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. BILINI MATERIJAL

Istrazivanje je provedeno na komercijalno nabavljenom smilju (Helichrysum italicum
(Roth) G. Don). Nakon rezanja vrhova izdanaka i sterilizacije biljnog tkiva eksplantati su bili

uvedeni u kulturu in vitro.

3.1.1. Sterilizacija biljnog tkiva i umnoZavanje u uvjetima in vitro

Vrhovi izdanaka smilja odrezani su na veli¢inu od 3 cm te sterilizirani u laminaru

(komori s horizontalnim strujanjem sterilnog zraka) sljede¢im redoslijedom:
5 min inkubacija u otopini Izosana (2 % wi/v)

5 min ispiranje u sterilnoj destiliranoj vodi

5 min inkubacija u otopini vodikova peroksida (6 % v/v)

3 x 5 min ispiranje u sterilnoj destiliranoj vodi

Sterilizirani i na filtar-papiru osuseni eksplantati smilja zatim su nasadeni na hranjivu
podlogu MS (Murashige i Skoog, 1962). Sastav hranjive podloge te koncentracije potrebnih

makroelemenata, mikroelemenata i organskih dodataka prikazani su u Tablici 1.

Hranjiva podloga bila je pripremljena dan ranije otapanjem 4,4 g smjese soli za
pripremu MS (Sigma-Aldrich, SAD) u 900 mL vode. U tu je smjesu dodano i 30 g saharoze.
Nakon §to se sav sadrzaj otopio pomoc¢u pH-metra izmjerena je pH vrijednost otopine te je po
potrebi pomocu 0,1 M KOH ili 0,1 M HCI podeSena na vrijednost 5,8. Uslijedilo je dodavanje
agara (8 g/L) 1 nadopunjavanje ¢ase do 1000 mL (1 L). Dobivena otopina od 1 L zagrijavana
je do vrenja kako bi se otopio sav agar. Vruca otopina zatim je prelivena u staklene epruvete
(20 ml po epruveti), koje su potom zacepljene vatom i aluminijskom folijom. Epruvete s
pripremeljnom hranjivom podlogom i sav metalni pribor (pincete, skalpeli, aluminijske folije)
sterilizirani su u autoklavu na 124 °C pri tlaku od 1,5 MPa. Sterilizirane hranjive podloge i

pribor Cuvani su u sterilnoj komori do koriStenja.

Biljni materijal nasaden na hranjive podloge razvijao se 30 dana u klima-komori u
uvjetima dugog dana (16 sati svjetlosti, 8 sati tame) pod bijelom fluorescentnom rasvjetom

(60 umol fotona m? S'l) 1 temperaturi od 24 + 2 °C.
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Tablica 1. Sastav hranjive podloge MS (Murashige i Skoog 1962).

C
MAKROELEMENTI ! . .
(mg dm™) (mmol dm™)

KNO; 1900 18,80
NH;NO; 1650 20,60
CaCly x 2 H,0 440 2,99
KH,PO, 170 1,25
MgSO,x 7 H,0 370 1,50
MIKROELEMENTI mg dm® pmol dm
H3BO; 6,2 100,0
CoCl, x 6 H,0 0,025 0,1
Ki 0,83 5,0
Na;MoO, x 2 H,0 0,25 1,0
CuSO, x5 H,0 0,025 0,1
MnSO, x 4 H,O 22,3 100,0
ZnSO, x 7 H,0 8,6 29,9

ZELJEZO mg dm® pmol dm
FeSO, x 7 H,0 27,8 100,0
Na;EDTA 37,3 100,0
ORGANSKI DODACI mg dm® pmol dm
glicin 2,0 26,6
m-inozitol 100,0 500,0
nikotinska kiselina 0,5 41
piridoksin-HCl 0,5 2,4
tiamin-HC1 0,1 0,3

Nakon faze razvoja od 30 dana odrezani su dobro razvijeni izdanci visine 0,5 do 1 cm
te u laminaru presadeni na svjezu hranjivu podlogu MS uz dodatak razli¢itih koncentracija

regulatora rasta:

1. Kontrola: MS bez dodataka regulatora rasta (MSO0)
2. MS+1mg/L BA

3. MS+1mg/L BA +0,2mg/L IBA

4. MS + 1 mg/L BA + 0,5 mg/L IBA
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Nakon svakog presadivanja odnosno nasadivanja biljnog materijala, pincete 1 skalpeli su
sterilizirani uranjanjem u alkohol 1 spaljeni na plameniku, a aluminijske folije su
promijenjene. Kako bi se spaljeni pribor stigao ohladiti koriStena su tri seta pribora.

Novonasadeni biljni razvijao se u klima komori 30 dana u ranije spomenutim uvjetima.

3.1.2. Odabir odgovarajuée hranjive podloge za umnoZavanje izdanaka smilja

Nakon trideset dana uzgoja na Cetiri razlicite hranjive podloge odabrana je hranjiva
podloga na kojoj se razvilo najviSe izdanaka sa zdravim listovima. Najpogodnijom se
pokazala podloga MS + 1 mg/L BA + 0,5 mg/L IBA te su izdanci smilja dalje nasadivanu na
tu podlogu. Dovoljan broj izdanaka za izvodenje pokusa dobiven je nakon dvije supkulture na

odabranoj hranjivoj podlozi.

3.1.3. Odabir koncentracije saharoze

Izdanci smilja nasadivani su na podloge MS + 1 mg/L BA + 0,5 mg/L IBA uz dodatak
razli¢itih koncentracija saharoze: 1, 2, 3, 4, 51 6 %. Nakon trideset dana uzgoja na podlogama
s razli¢itim koncentracijama saharoze biljno je tkivo uzorkovano i liofilizirano u liofilizatoru
(Alfa 1-2, Christ, Njemacka) kako bi se ocCuvala intaknost tkiva i kemijski sastav.
Liofilizirano tkivo je ¢uvano u zamrzivacu na -20 °C do uporabe. Neposredno prije izvodenja

pokusa listi¢i su odvojeni od stabljike.
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3.2. METODE

Metode koristene za odredivanje fenolnih spojeva su spektrofotometijske metode za
odredivanje antocijana, tanina, ukupnih fenola i flavonoida. Za odredivanje antioksidacijskog

kapaciteta smilja takoder su koristene spektrofotometrijske metode ABTS, DPPH i FRAP.

3.2.1. Priprema biljnih ekstrakata

Od liofiliziranog tkiva smilja pincetom su odvojeni listi¢i. Ekstrakcija listi¢a vrsila se
u klimatiziranoj prostoriji u prethodno ohladenom tarioniku (4 °C) koji je polozen na
zamrznuti ulozak prijenosnog hladnjaka. U tarionik se dodalo 20 mg liofiliziranih listic¢a i
750 uL ohladenog (4 °C) 50 %-tnog etanola. Nakon §to se homogenizacijom pomocu tucka
dobila jednolika smjesa, ista je prelivena u oznacenu plasti¢nu tubicu od 1,5 mL koja je stajala
na zamrznutom ulosku prijenosnog hladnjaka. Tarionik i tu¢ak potom su isprani sa 750 pL
50 %-tnog etanola kako bi se prikupili ostatci homogeniranog tkiva. Isti postupak ponovljen
je sa svim uzorcima. Inkubacija pripremljenih uzoraka odvijala se 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon hladenja (2 minute u zamrzivacu) uzorci su centrifugirani u stolnoj
centifugi Sigma 3K18 na 12 000 g pri 4 °C tijekom 10 minuta. Supernatanti su preliveni u
oznacene graduirane Eppendorf plasti¢ne tubice od 1,5 mL. Ukoliko je bilo potrebno volumen
supernatanta u plasti¢noj tubici nadopunjen je 50 %-tnim etanolom do 1,5 mL. Dobiveni
uzorci koristeni su za spektrofotometrijsko odredivanje antocijana, tanina, ukupnih fenola i

flavonoida te za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta smilja.
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3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

U Eppendorf plasticne tubice volumena 2 mL otpipetirano je 1580 pL destilirane
vode, 20 pL ekstrakta listova smilja i 100 uL Folin-Ciocalteu (FC) reagensa. U slijepu probu
je umjesto 20 pL ektrakta dodano 20 pL 50 %-tnog etanola. Svaki je uzorak kratko
promuckan na muckalici prije nego §to je u smjesu dodano 300 uL Na,COs koncentracije
1,88 mol/L. Uzorci su potom promijeSani na muckalici 1 inkubirani 60 minuta na 45 °C u
vodenoj kupelji (uzorci su poprimili svijetloplavu boju). Sadrzaj ukupnih fenola odreden je
spektrofotometrijski prema modificiranoj metodi Singleton i sur. (1999) koja se temelji na
mjerenju apsorbancije reakcijske smjese pri valnoj duljini od 765 nm spektrofotometrom
(Specord, Analytic Jena, Njemacka). Koncentracija fenolnih spojeva izracunata je na temelju
bazdarnog pravca dobivenog mjerenjem apsorbancije serije otopina galne kiseline (3-
hidroksibenzojeva kiselina) u rasponu koncentracija od 0,2 do 2 mmol/L. Maseni udio fenola

izrazen u miligramima ekvivalenata galne kiseline po gramu suhe tvari uzorka (mgg,./gny)

izracunat je prema sljede¢oj formuli:

A765 x F.R. x VRS

SXleDW

[udio ukupnih fenola] = [mgG A5 gDW] (D

Azes — apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm

Vrs — volumen reakcijske smjese

F.R. — faktor razrjedenja

& — ekstinkcijski koeficijent galne kiseline = 1,1656 mM™cm™
1 — duljina optickog puta

m pw — masa suhe tvari uzorka

GAE — ekvivalenti galne kiseline
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3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje tanina

Odredivanje tanina temelji se na uklanjanju tanina iz uzorka pomocu
polivinilpolipirolidona (PVPP) koji na sebe veze tanine (nastaje talog), a u supernatantu
nakon centrifugiranja ostaju slobodne fenolne kiseline. U Eppendorf plasti¢noj tubici od 1,5
mL odvagano je 10 mg PVPP-ai dodano 100 pL destilirane vode te 100 puL ekstrakta listova
smilja. Svi uzorci su kratko promuckani na muckalici. Nakon muckanja uslijedila je faza
inkubacije od 60 minuta na sobnoj temperaturi. Centrifugiranjem na 15 000 g u trajanju od 10
minuta tanini su zajedno s PVPP-om oboreni u talog. Supernatant je preliven u plasti¢nu
tubicu kako bi se mogao Kkoristiti za daljnji dio pokusa u kojem je u uzorku
spektrofotometrijski odredena koli¢ina slobodnih fenolnih kiselina. U Eppendorf plasti¢nu
tubicu otipipetira se 1540 uL destilirane vode, 60 puL ekstrakta (supernatanta) iz prethodnog
koraka i 100 pL Folin-Ciocalteu (FC) reagensa. U slijepu probu je umjesto 60 pL ekstrakta
dodan ekvivakentni volumen 50 %-tnog etanola. Nakon muc¢kanja u svaki je uzorak dodano
300 puL NayCOjz; koncentracije 1,88 mol/L. Daljnji koraci (muckanje, inkubacija,
spektrofotometrijsko mjerenje) identicni su onima u spektrofotometrijskom odredivanju
ukupnih fenola. Maseni udio slobodnih fenolnih kiseline izraunat je pomocu sljedece

formule:

A765 x F.R. x VRS

SXleDW

[udio ukupnih fenola] = [mgG AE gDW] (2)

Aves — apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm

Vrs — volumen reakcijske smjese

F.R. — faktor razrjedenja

& — ekstinkcijski koeficijent galne kiseline = 1,1656 mM™ cm™
1 — duljina optickog puta

m pw — masa suhe tvari uzorka

GAE - ekvivalenti galne kiseline

Maseni udio tanina dobiven je oduzimanjem masenog udjela ukupnih fenola i

slobodnih fenolnih kiselina prema formuli:
udio tanina = udio ukupnih fenola — udio fenola bez tanina [mgG AR gDW]
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3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida

Uzorci za odredivanje flavonoida pripremljeni su u Eppendorf plasti¢noj tubici od 1,5
mL u koje je redom dodano: 100 pL ekstrakta listova smilja, 20 uL 10 %-tnog aluminijeva
klorida (AICI3), 500 uL 1 mol/L kalijeva acetata (CH3CH,COOK) i 380 pL destilirane vode.
U slijepu probu je umjesto ekstrakta dodana ekvivalentna koli¢ina 50 %-tnog etanola. Svi
uzorci su kratko promuckani 1 inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi.
Spektorofotometrijsko mjerenje provedeno je na valnoj duljini od 420 nm. Koncentracija
flavonoida u uzorcima izraCunata je na temelju bazdarne krivulje dobivene mjerenjem
apsorbancije niza otopina kvercetina (2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksikromen-4-on)
poznatih koncentracija (Pouromorad i sur. 2006). Rezultati su izrazeni u miligramima
ekvivalenata kvercetina po gramu suhe tvari uzorka (Mg/8py,) prema sljedecoj formuli:

Ao x F.R. X Vg

[udio flavonoida] = e X X Mo [mgQE/ gDW] )

Ay — apsorbancija pri valnoj duljini 420 nm

Vrs — volumen reakcijske smjese

F.R. — faktor razrjedenja

¢ — ekstinkcijski koeficijent kvercetina = 7,0979 mM™ cm™
1 — duljina optickog puta

m pw — masa suhe tvari uzorka

QE — ekvivalenti kvercetina
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3.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje antocijana

Uzorci su pripremljeni u Eppendorf plasti¢noj tubici od 1,5 mL u koje je dodano 500
puL ekstrakta listova smilja, 500 pL 50 %-tnog etanola i 84 pL 37 %-tne klorovodicne
kiseline. U slijepu probu je umjesto ekstrakta dodana ekvivalentna koli¢ina 50 %-tnog
etanola. Inkubacija se odvija 30 minuta na 60 °C u vodenoj kupelji. Spektrofotometrijsko
mjerenje provedeno je na valnoj duljini od 573 nm (Paiva i sur. 2003). Koncentracija
antocijana odredena je koristeci ekstinkcijski koeficijent cijanidin-3-glukozida (C3GE) € = 26
900 mM™ cm™ (Lee i sur. 2008) i molekulsku masu (484,8 gmol™). Dobiveni rezultati
izrazeni su u miligramima ekvivalenata cijanidin-3-glukozida po gramu suhe tvari uzorka

(Mg 5:/8py ) Prema sljedecoj formuli:

As73 ¥ F.R. X M, X Vg X 1000

SXleDW

[udio antocijana] = [mgC3 e/ gDW] (4)

As73 — apsorbancija pri valnoj duljini 573 nm

Vrs — volumen reakcijske smjese

F.R. — faktor razrjedenja

¢ — ekstinkcijski koeficijent cijanidin-3-glukozida = 26 900 mM™ cm™
M, (C3GE) — molekulska masa cijanidin-3-glukozida = 484,8 gmol™

1 — duljina optickog puta

m pw — masa suhe tvari uzorka

C3GE - ekvivalenti cijanidin-3-glukozida
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3.2.6 Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijskog kapaciteta smilja

Metoda ABTS (2,2'-Azinobis-3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic Acid)

Metoda ABTS zasniva se na ,,gasenju” plavozelenog radikal kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonske kiseline (ABTS+" radikal-kationa), koji se formira kemijskom
ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize (Re i sur. 1999).
Otopina neradikalnog oblika ABTS-a pripremljena je otapanjem reagensa ABTS u
destiliranoj vodi (kona¢na otopina imala je koncentraciju od 7 mmol/L). Neradikalna otopina
ABTS-a izrazito je nestabilna te je tikvicu s reagensom potrebno omotati aluminijskom
folijom i ¢uvati u tami. Kako bi se pripremila otopina radikalnog oblika ABTS-a (ABTS*"),
otopina reagensa ABTS oksidirana je otopinom Kkalijeva peroksodisulfata (K,S,0g, 140
mmol/L) i ostavljena 12 sati u tami na sobnoj temperaturi. Na dan analize otopina radikala
ABTSe" razrijedena je 96 %-tnim etanolom do konaéne koncentracije radikala ABTSs" od 1

%, tako da je apsorbancija te otopine iznosila 0,70 = 0,02.

Uzorci za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta pripremljeni su mijeSanjem 5 pL
ekstrakta listova smilja i 1 mL otopine radikala ABTS+" u Eppendorf plasti¢noj tubici od 1,5
mL. Prije mjerenja uzoraka izmjerena je apsorbancija slijepe probe u koju je dodan 1 mL 96
%-tnog etanola i 5 pL 50%-tnog etanola. Kontrolno (Ag) mjerene (u Eppendorf plati¢noj
tubici pomjesan je 1 mL otopine radikala ABTSs" i 5 uL 50 %-tnog etanola) takoder je
provedeno prije mjerenja uzoraka. Apsorbancija uzoraka mjerena je toéno 6 minuta nakon
pripreme na valnoj duljini od 734 nm. Postotak inhibicije radikala ABTSs" izradunat je prema
formuli (Shirwaikar i sur. 2006):

—At

% inhibicije = x 100 (5)

0

Ao — apsorbancija kontrole (bez ekstrakta smilja)
A — apsorbancija uzorka (s ekstraktom smilja)
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Apsorbancija kontrole (Ao) i apsorbancija uzoraka (A:) iz prethodnog mjerenja

koristeni su za preracunavanje postotka inhibicije u ekvivalente galne kiseline (mg, , ./gp,)-

Prema jednadzbi bazdarnog pravca dobivenog na temelju mjerenja apsorbancija otopina galne
kiseline u rasponu od 0,2 do 2 mmol/L. dobivena je jednadzba za preracunavanje postotaka
inhibicije ABTS«" radikala u udio ekvivalenata galne kiseline:

[(Ag- A)-(b)] X Vgs

[udio ekvivalenata galne kiseline] = F—— [mg/ gDW] (6)

Ao — apsorbancija kontrole (bez ekstrakta smilja)
A — apsorbancija uzorka (s ekstraktom smilja)

b — odsjecak bazdarnog pravca na osi y

Vrs — volumen reakcijske smjese

m pw — masa suhe tvari uzorka

a — nagib bazdarnog pravca
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Metoda DPPH (2,2-Diphenyl-Picrylhydrazyl)

Metoda DPPH se temelji na redukciji alkoholne otopine radikala DPPHe (2,2-difenil-
pikrilhidrazil radikala) u prisutnosti antioksidansa (AH) ili radikala (Re) pri ¢emu dolazi do
tvorbe neradikalnog oblika DPPH (DPPH-H). Budu¢i da radikal DPPHe apsorbira na valnoj
duljini od 517 nm, njegovom pretvorbom u neradikalni oblik, uslijed reakcije s
antioksidansom dolazi do smanjenja apsorbancije. Smanjenje apsorbancije proporcionalno je

aktivnosti istrazivanog antioksidansa (Awah i sur., 2012).

Uzorci su pripremljeni u Eppendorf plasti¢nim tubicama od 1,5 mL pipetiranjem 950
pnL 0,1 mmol/L otopine DPPH pripremljene u 96 %-tnom etanolu i 50 uL ekstrakta listova
smilja. Nakon mijeSanja na muckalici, uzorci su ostavljeni 30 minuta na sobnoj temperaturi.
Za vrijeme inkubacije uzoraka pripremljene su slijepa proba (950 uL 96 %-tnog etanola i 50
uL 50 %-tnog etanola u Eppendorf plasti¢noj tubici od 1,5 mL) i kontrola (Ag) (950 uL
otopine DPPH i 50 puL 50 %-tnog etanola u Eppendorf plasti¢noj tubici od 1,5 mL). Prije
mjerenja apsorbancije uzoraka na valnoj duljini od 517 nm izmjerene su apsorbancija slijepe
probe i kontrole. Reakcija uklanjanja radikala DPPHe nakon 30 minuta popracena je
promjenom boje reakcijske smjese iz intenzivno ljubicaste u zZutu. Postotak inhibicije radikala

DPPH? izracunat je prema formuli (Awah i sur., 2012) :

'At

% inhibicije = X 100 (7)

0

Ao — apsorbancija kontrole (bez ekstrakta smilja)
A — apsorbancija uzorka (s ekstraktom smilja)

Kao i kod metode ABTS postotci inhibicije radikala DPPHe preracunati su pomocu
jednadzbe (6) 1 jednadZzbe bazdarnog pravca dobivenog na temelju mjerenja apsorbancija
otopina galne kiseline u rasponu od 0,1 do 0,5 mmol/L u miligrame galne kiseline po gramu

suhe tvari uzorka (mg; , /g w)-
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Metoda FRAP (Ferric reducing/Antioxidant power)

Metoda FRAP zasniva se na redukciji Fe'"'-TPTZ (TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-tirazin)
kompleksa u intenzivno plavi Fe"-TPTZ kompleks pri niskim pH vrijednostima (3,6). Otopina
radnog reagensa FRAP pripremljena je dan prije spektrofotometrijskog mjerenja mijeSanjem
75 mL acetanog pufera (¢ = 300 mmol/L, pH 3,6), 7,5 mL TPTZ otopine (mijeSanjem 50 mL
40 mmol/L klorovodi¢ne Kiseline i 159,4 mg TPTZ reagensa, ¢ = 10 mmol/L) i 7,5 mL
otopine zeljezova (III) klorida (c(FeCls) = 20 mmol/L). Na dan mjerenja reagens je zagrijan u

vodenoj kupelji na 37 °C u trajanju od 30 minuta.

Uzorci su pripremljeni prema prilagodenoj metodi Benzie i Strain (1999): u Eppendorf
plasti¢énim tubicama od 1 mL otpipetirano je 792 pL reagensa FRAP i 8 puL ekstrakta listova
smilja. Apsorbancije pripremljenih uzoraka mjerene su nakon 4 minute pri valnoj duljini od
593 nm. Slijepa proba pripremljena je u Eppendrof plasti¢noj tubici od 1 mL pipetiranjem 792
uL reagensa FRAP bez TPTZ-a (10 mL acetatnog pufera + 1 mL 40 mmol/L HCI + 1 mL
FeCls) i 8 uL 50 %-tnog etanola te je zajedno s kontrolom (792 uL FRAP reagensa i 8 uL 50
1l

%-tnog etanola) izmjerena njihova apsorbancija prije samih uzoraka. Postotak redukcije Fe

TPTZ-a u Fe"-TPTZ izratunat je prema formuli:

A~ Ay

% redukcije = x 100 (8)

X

Ay — apsorbancija uzorka (s ekstraktom smilja)
Ao — apsorbancija kontrole (bez ekstrakta smilja)
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Apsorbancija kontrole (Ap) i apsorbancija uzoraka (Ax) iz prethodnog mjerenja
koristeni su za preracunavanje postotka redukcije u ekvivalente reduciranog zeljezova (II)
kationa (Fe®" kationa). Prema jednadzbi bazdarnog pravca dobivenog na temelju mjerenja
apsorbancija otopina Zeljezova (II) sulfata heptahidrata (FeSO4 X 7H,0) u rasponu od 3 do 5
mmol/L dobivena je sljedec¢a jednadzba za preracunavanje postotaka redukcije u ekvivalente

zeljezova (II) kationa:

[(Ay- Ag)-(b)] X Vs
Mpy *a

[ekvivalenti Fe*" kationa | = [mgpe2+/ ng] (9)

A — apsorbancija uzorka (s ekstraktom smilja)
A — apsorbancija kontrole (bez ekstrakta smilja)
b — odsjecak bazdarnog pravca na osi y

Vrs — volumen reakcijske smjese

M pw — masa suhe tvari uzorka

a —nagib bazdarnog pravca

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Pri obradi podataka koriSten je raunalni program Microsoft Excel 2007. Usporedba
dobivenih rezultata provedena je analizom varijance (one-way ANOVA) te naknadnim
Tuckey HSD testom pomocu racunalnog programa STATISTICA 12 (StatSoft Inc., SAD).

StatistiCki znac¢ajnim podacima smatrani su rezultati koji se razlikuju na razini P < 0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Kultura smilja u uvjetima in vitro

4.1.1. Uspostavljanje kulture i odabir odgovarajuée hranjive podloge

Primarni eksplatati smilja (vr$ni pupovi), uzimani od komercijalno nabavljene mati¢ne
biljke, sterilizirani su i potom nasadeni na hranjivu podlogu MS bez ili s dodatkom regulatora
rasta benzilaminopurina (BA) i indol-3-masla¢ne kiseline (IBA). Na hranjivoj podlozi bez
dodatka regulatora rasta (MSO0) iz pupova su se razvili svi vegetativni organi: korijen,
stabljika i listovi bez nastanka kalusnog tkiva. Na hranjivim podlogama s dodatkom
regulatora rasta redovito se razvijalo kalusno tkivo. Najbolja diferencijacija kalusnog tkiva u
vegetativne organe dobivena je na podlozi s dodatkom 1 mg/L BA i 0,5 mg/L IBA gdje su se
nakon 30 dana uzgoja razvili izdanci ¢ije su rozete bile bogate listovima. Obzirom da su se na
ovoj podlozi razvijali najbrojniji i najbolji izdanci odabrana je za daljne umnozavanje. Kroz
dvije supkultutre dobivena je dovoljna koli¢ina biljnog materijala za daljnja istrazivanja.

Ostale hranjive podloge imale su manji broj izdanaka koji nisu bili zadovoljavajuce visine.

4.1.2. U¢inak koncentracije saharoze na razvoj izdanaka smilja

Prethodno umnozeni izdanci nasadeni su na podlogu MS uz dodatak razli¢itih
koncentracija saharoze u rasponu od 1 % do 6 %. Izdanci koji su se razvijali na hranjivim
podlogama s dodatkom 1 % do 3 % saharoze morfoloski se nisu medusobno znaéajno
razlikovali (Slika 4. A — C), dok su izdanci koji su se razvijali na hranjivim podlogama s
dodatkom 4 % do 6 % saharoze bili nizeg rasta, a listovi su poveanjem koncentracije
saharoze vidljivo gubili zelenu boju i prelazili u zelenozutu (Slika 4. D — F). Nakon 30 dana
uzgoja na hranjivim podlogama, izdanci su bili odijeljeni od kalusnog tkiva te liofilizirani u

liofilizatoru.

32



Slika 4. Biljni materijal nakon 30 dana uzgoja na hranjivoj podlozi (MS + BA 1 mg/L + IBA
0,5 mg/L) s dodatkom (A) 1 % saharoze, (B) 2 % saharoze, (C) 3 % saharoze, (D) 4 %
saharoze, (E) 5 % saharoze, (F) 6 % saharoze.
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4.2. U¢inak koncentracije saharoze na udio fenolnih spojeva u listovima smilja

4.2.1. Udio ukupnih fenola

Udio ukupnih fenola u listovima smilja uzgojenog u uvjetima in vitro povecava se S
porastom koncentacije saharoze u hranjivoj podlozi. Najnizi udio ukupnih fenola zabiljezen je
u biljkama uzgojenim na hranjivoj podlozi s dodatkom 2 % saharoze (42,26 mgcae /Jow), dok
je najvisi sadrzaj (93,50 mgeae/dow) izmjeren u biljkama uzgojenim na podlozi s dodatkom 6
% saharoze. Tretmani od 1 % do 3 % saharoze medusobno ne pokazuju znac¢ajanu promjenu
sadrzaja ukupnih fenola u listovima smilja. Isto tako, nije uo¢ena znacajnija razlika u sadrzaju
ukupnih fenola u tretmanima 4 % do 6 % saharoze (Slika 5.). Znacajan porast sadrzaja
ukupnih fenola u odnosu na listove uzgojene na dvije najnize koncentracije saharoze uocava

se tek na tretmanima sa 4 % do 6 % saharoze.
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Slika 5. Udio ukupnih fenola (mgeae/gow) U smilju uzgojenom u uvjetima in vitro. Rezultati
su prikazani kao srednje vrijednosti najmanje Cetiri replike + standardna pogreska. Stupci

oznaceni razlicitim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (P < 0,05).
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4.2.2. Udio tanina

Udio tanina u listovima smilja raste s porastom koncentracije saharoze u hranjivoj
podlozi. Najniza vrijednost udjela tanina izmjerena je u biljkama uzgojenim na podlozi s 2 %
saharoze (37,98 mgcae /gow), dok je najvisa vrijednost udjela tanina izmjerena u biljkama
uzgojenim na podlozi sa 6 % saharoze (77,75 mgeae /gow). Na podlogama od 1 % do 3 %
saharoze udio tanina se medusobno nije znacajno razlikovao, a to je isto opazeno na
podlogama sa 4 % do 6 % saharoze (Slika 6.). Kao i kod ukupnih fenola, znacajniji porast

udjela tanina uocava se tek u biljaka uzgojenih na hranjivoj podlozi sa 4 % saharoze.
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Slika 6. Udio tanina (mgeae/gow) U smilju uzgojenom u uvjetima in vitro. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti najmanje Cetiri replike + standardna pogreska. Stupci

oznaceni razlicitim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (P < 0,05).
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4.2.3. Udio flavonoida

Udio flavonoida u listovima smilja kontinuirano raste s porastom koncentracije
saharoze u hranjivoj podlozi. Najniza vrijednost udjela flavonoida izmjerena je u biljkama
uzgojenim na hranjivoj podlozi s 1 % saharoze (3,77 mgoe /gow), dok je najvisa vrijednost
izmjerena na 6 % saharoze (11,40 mgqe/gow). Udio flavonoida nije se medusobno znacajno
razlikovao na podlogama s dodatkom 1 % do 3 % saharoze, te na podlogana sa 4 % do 6 %
saharoze (Slika 7.). Usporedujuci udjele flavonoida u biljkama uzgojenim na dvije najnize
koncentracije saharoze (1 i 2 %), s udjelom flavonoida u biljkama uzgojenim na podlogama
koje su sadrzavale viSe koncentracije saharoze uocljiv je znacajan porast na podlogama s 5 %
I 6 % saharoze. Udio flavonoida je u tretmanu sa 6 % saharoze ¢ak 3,023 puta veci od
tretmana s 1 % saharoze. Flavonoidi su u listovima smilja zastupljeni u koli¢ini oko 8,4 puta

manjoj od koli¢ine tanina.
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Slika 7. Udio flavonoida (mgqe /gow) u smilju uzgojenom u uvjetima in vitro. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti najmanje Cetiri replike + standardna pogreska. Stupci

oznaceni razlicitim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (P < 0,05).
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4.2.4. Udio antocijana

Udio antocijana najnizi je od ostalih izmjerenih fenolnih spojeva (tanina i flavonoida).
U listovima smilja udio antocijana kontinuirano raste s porastom koncentracije saharoze u
hranjivoj podlozi. Najniza vrijednost udjela antocijana izmjerena je u biljkama uzgojenim na
1 % saharoze (0,132 mgcsce /Jow), @ najvisa vrijednost u biljkama uzgojenim na hranjivoj
podlozi sa 6 % saharoze (0,251 mgcsce /gow). Zanimljivo je da u tkivu listova smilja na
podlogama s 1 % do 5 % saharoze nije bilo zna¢ajne promjene udjela antocijana. Takoder, na
koncentracijama saharoze od 3 % do 5 % uocen je kontinuiran porast udjela antocijana koji
nije bio statistiCki znacajan. StatistiCki znacajan porast udjela antocijana uocen je samo
izmedu biljaka uzgojenih na hranjivoj podlozi s dodatkom dvije najnize koncentracije

saharoze (112 %) i one s dodatkom 6 % saharoze (Slika 8).

0,3

0,25 I

0,2

0,15

—
—— o

0,1

Udio antocijana (mgcsc:/8pw)

0,05

1 2 3 4 5 6
Saharoza (%)

Slika 8. Udio antocijana (Mgcsse/gpw) U Smilju uzgojenom u uvjetima in vitro. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti najmanje cetiri replike + standardna pogreSka. Stupci

oznaceni razli¢itim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P <0,05).
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4.3. Utjecaj koncentracije saharoze na antioksidacijski kapacitet smilja

4.3.1. Metoda ABTS

Porastom koncetracije saharoze u hranjivoj podlozi raste i antioksidacijski kapacitet
listova smilja prema metodi ABTS. Najnizu sposobnost inhibicije radikala ABTS+" pokazuju
biljke uzgojene na podlozi s 1 % (39,78 %) i 2 % saharoze (39,77 %). Statisticki znacajan
porast antioksidacijskog potencijala primjecen je u biljaka uzgajanih na hranjivim podlogama
s dodatkom 4 do 6 % saharoze, dok je najvisi potencijal inhibicije radikala ABTS+" primjecen
u biljkama koje su uzgajane na podlozi sa 6 % saharoze (92,35 %) (Slika 9.). Biljke uzgajane
na podlogama s 1 % do 3 % saharoze medusobno ne pokazuju znacajnu razliku

antioksidacijskog kapaciteta. Isto je opazeno za biljke uzgajane na podlogama sa 4 % do 6 %

saharoze.
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Slika 9. Antioksidacijski kapacitet smilja uzgojenog na podlogama s razli¢itim
koncentracijama saharoze izrazen kao postotak inhibicije radikala ABTSe". Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti najmanje Cetiri replike + standardna pogreska. Stupci

oznaceni razlicitim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (P < 0,05).
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Ovisnost antioksidacijskog potencijala etanolnog ekstratkta listova smilja uzgojenih na
hranjivoj podlozi u uvjetima in vitro u ovisnosti o koncentraciji saharoze u hranjivoj podlozi
prikazana je na slici 10. pri ¢emu su rezultati izrazeni u ekvivalentima galne kiseline (GAE).
Jednako kao i na slici 9, gdje je antioksidacijski potencijal izrazen u postotcima inhibicije
radikala ABTS+", vidljivo je da s porastom koncentracije saharoze u podlozi raste i koli¢ina
ekvivalenata galne kiseline u pojedinim tretmanima. Zanimljivo je da tretmanis1 % i 2 %
saharoze pokazuju podjednako nisku koli¢inu ekvivalenata galne kiseline (27,14 mg/gpw),
dok najvisu koli¢inu ekvivalenata galne kiseline pokazuje tretman sa 6 % saharoze u hranjivoj
podlozi (67,83 mg/gpw). Znacajna razlika ekvivalenata galne kiseline uocava se izmedu
biljaka s 3 % i 4 % saharoze u hranjivoj podlozi. Daljnje povecanje koncentracije saharoze u
hranjivoj podlozi rezultiralo je daljnjim rastom koli¢ine ekvivalenata galne kiseline pri ¢emu

taj porast nije bio statisti¢ki znacajan.
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Slika 10. Antioksidacijski kapacitet smilja uzgojenog na podlogama s razli¢itim
koncentracijama saharoze izrazen u ekvivalentima galne kiseline (GA). Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti najmanje cetiri replike + standardna pogreSka. Stupci oznaceni

razlicitim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05).
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4.3.2. Metoda DPPH

Porastom koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi smanjuje se antioksidacijski
kapacitet smilja prema metodi DPPH (Slika 11.). Najmanju sposobnost inhibicije radikala
DPPHe pokazuju biljke uzgojene na hranjivoj podlozi sa 6 % saharoze (70,02 %), dok
najvecu sposobnost inhibicije imaju biljke uzgajane na hranjivoj podlozi s 1 % saharoze
(84,48 %). Znacajan pad postotka inhibicije radikala DPPHe uocava se izmedu biljaka
uzgajanih na hranjivoj podlozi s 1 % i biljaka uzgajanih na podlozi sa 4 % saharoze.
Zanimljivo je da metoda ABTS (Slika 9.) i metoda DPPH (Slika 11.) daju suprotne rezultate
antioksidacijskog kapaciteta smilja, iako oba radikala imaju jednaki mehanizam reakcije s

antioksidansima.
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Slika 11. Antioksidacijski kapacitet smilja uzgojenog na podlogama s razli¢itom
koncentracijom saharoze izrazen kao postotak inhibicije radikala DPPHe. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti najmanje Cetiri replike + standardna pogreska. Stupci

oznaceni razli¢itim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (P < 0,05).
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Jednako kao i kod metode ABTS, postotci inhibicije radikala (DPPH¢) preracunati su
u ekvivalente galne kiseline (Slika 12.). Najnizu koli¢inu ekvivalenata galne kiseline pokazuju
biljke uzgajane na 6 % saharoze (11,47 mg/gpw), dok najvisu pokazuje one na 1 % saharoze
(15,08 mg/gpw). Kao i kod postotka inhbicije radikala DPPHe (Slika 11.), znacajan pad
koli¢ine ekvivalenata galne kiseline uocava se izmedu biljaka uzgajanih na 1 % i onih na 4 %

saharoze.
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Slika 12. Antioksidacijski kapacitet smilja uzgojenog na podlogama s razli¢itim
koncentracijama saharoze izrazen u ekvivalentima galne kiseline (GAE). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti najmanje Cetiri replike + standardna pogreska. Stupci

0znaceni razlicitim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (P < 0,05).

41



4.3.3. Metoda FRAP

Porastom koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi povecava se i antioksidacijski
kapacitet listova smilja prema metodi FRAP. Smilje uzgajano na svim istrazenim
koncentracijama saharoze pokazuje izrazito visoke vrijednosti redukcije Fe''-TPTZ-a u Fe'-
TPTZ kompleks (Slika 13.). Vrijednosti postotka redukcije na svim je tretmanima visa od 90

"_TPTZ-a pokazuju biljke uzgojene na hranjivoj

%. Najnizu vrijednost postotka redukcije Fe
podlozi s 1 % saharoze (91,91 %), a navisu vrijednost one na podlozi sa 6 % saharoze (95,37
%). Zbog visokog postotka redukcijske sposobnosti svih tretmana, znacajan porast redukcije
Fe“TPTZ-a uocava se tek na petom tretmanu (Slika 13). Usporedujuéi rezultate metode
FRAP s metodama ABTS i DPPH uocava se porast antioksidacijskog kapaciteta smilja na
vecini tretmana. Takoder, rezultati metode FRAP blizi su rezultatima metode ABTS (Slika 9.)

nego rezultatima metode DPPH (Slika 11.).
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Slika 13. Antioksidacijski kapacitet smilja uzgojenog na podlogama s razli¢itim
koncentracijama saharoze izrazen u postotcima redukcije Fe"-TPTZ-a u Fe'-TPTZ
kompleks. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti najmanje Cetiri replike + standardna
pogreska. Stupci oznaceni razliitim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisticki znacajno

razlikuju (P <0,05).
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Kod metode FRAP postotci inhibicije (redukcije) se umjesto u ekvivalente galne
kiseline, kao kod metoda ABTS (Slika 10.) i DPPH (Slika 12.), prera¢unavaju u ekvivalente
reduciranog zeljezova (II) kationa (Slika 14.). Sposobnost redukcije kationa metala takoder je
dobar pokazatelj antioksidacijskog kapaciteta. Najnizu vrijednost ekvivalenata Zeljezova (II)
kationa pokazuju biljke na 2 % saharoze (194,35 mgee>'/gow), dok najvisu vrijednost
pokazuju one na 6 % saharoze u hranjivoj podlozi (304,75 mgre**/gow). Kao i kod rezultata s
postotkom redukcije (Slika 13.) znacajan porast ekvivalenata Zeljezova (II) kationa uocava se

na 5 % saharoze.
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Slika 14. Antioksidacijski kapacitet smilja uzgojenog na podlogama s razli¢itim
koncentracijama saharoze izrazen u ekvivalentima Zeljezova (II) kationa (Fe?* kationa).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti najmanje Cetiri replike + standardna pogreska.
Stupci oznaceni razli¢itim slovima (a, b, ¢) medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (P <

0,05).
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5. RASPRAVA

Primorsko smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je izrazito cijenjena biljka
zbog svojeg eteri¢nog ulja koje blagotovorno djeluje na ljudsko zdravlje. Suvremeni trzi$ni
trendovi sve vece potraznje ljekovitog i1 aromaticnog bilja Cesto imaju za posljedicu
nekontrolirano branje i sakupljanje ¢ime se utjeCe na postupni nestanak samonikolog bilja, pa
tako i1 smilja, na njegovim stani$tima. Kako je nepravilno branje i sakupljanje smilja u
kopnenom dijelu Dalmacije i na otocima (Krk, Pag) dovelo do katastrofalnih posljedica, tako
je od posebne vaznosti razmotriti moguc¢nost uvodenja ove biljke u poljoprivrednu
proizvodnju. Smilje pripada kategoriji zaSti¢enih biljaka NN (7/06 1 99/09), te je za njegovo
skupljanje potrebno ishoditi odgovarajué¢e dopustenje, koje izdaje Ministarstvo zastite okolisa

i prirode (Pohajda i sur. 2015).

Upravo je zbog rastu¢eg problema nekontroliranog unistavnja prirodnih izvora smilja
potrebno razmotriti alternativne nacine proizvodnje sadnica smilja za poljoprivrednu
proizvodnju kako bi se oc€uvali prirodni izvori samoniklog smilja. Smilje se moze
razmnozavati generativno sjemenom i vegetativno reznicama ili dijeljenjem busena. Zbog
slabe klijavosti sjemena (~ 50 %) izravna sjetva sjemena se ne preporuca. Smatra se da je
razmnoZzavanje u uvjetima in vitro najkvalitetniji i nasigurniji na¢in razmnozavanja (Pohajda,

2014).

U ovom su istraZivanju u svrhu umnozavanja biljnog materijala potrebnog za pokus
istrazeni uvjeti razmnozavanja smilja u uvjetima in vitro. Za umnozavanje pocetnih
eksplatanata koristena je hranjiva podloga MS s dodatkom 6-benzilaminopurina i indol-3-
octene kiseline u razli¢itim koncentracijama. Na svim se hranjivim podlogama (osim MSO0) iz
primarnih eksplatanata, razvijalo kalusno tkivo. Perrini i sur. (2009) izvjestili su kako je za
razvoj nadzemnih dijelova (stabljika i listovi) smilja (Helichrysum italicum ssp.
mycrophyllum) najpogodnija kombinacija upravo BA i IBA. U tom je istrazivanju najbolja
proliferacija izdanaka smilja bila na podlozi MS s dodanim 1 mg/L BA i 0,2 mg/L IBA.
Najpogodnijom hranjivom podlogom za mikrorazmnoZavanje eksplatanata smilja U mojem
pokusu pokazala se podloga MS s 1 mg/L BA i 0,5 mg/L IBA. Ova razlika moze se objasniti

razli¢itim genotipom biljaka koristenih u pokusima $to navode i Perrini i sur. (2009).

Na biosintezu i sadrzaj sekundarnih metabolita, ukljucujuci i fenolne spojeve, utjecu

promjene okoli$nih uvjeta stoga su oni dobri pokazatelji bioti¢kih i abioti¢kih uvjeta uzgoja
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(Ferrat 1 sur., 2003). U ovom su istrazivanju abioticki Cimbenici (temperatura, vlaga, svjetlost,
atmosferski plinovi te tlak) bili jednaki (konstantni) za sve ispitivane uzorke. Jedini abioticki
¢imbenik koji se mijenjao u eksperimentalnim uvjetima tijekom istrazivanja bila je
koncentracija saharoze u hranjivoj podlozi (od 1 % do 6 %). Saharoza je primarni produkt
fotosinteze i ujedno najzastupljeniji ugljikohidrat u biljaka. Dvije su glavne uloge saharoze u
biljnim stanicama: glavni je izvor ugljika za sintezu ostalih organskih spojeva (primarno
Skroba, celuloze i1 hemiceluloze) te sluzi kao izvor energije svim nefotosintetskim
(heterotrofnim) tkivima. Iz suviSka saharoze biljke stvaraju Skrob koji biljnim stanicama sluzi
kao rezerva energije (Mansfield i sur., 2009). U uvjetima in vitro iz suviska Se¢era mogu

nastati takoder i fenoli te drugi aromatski spojevi (Grdini¢ i Kremer, 2009).

Brojna istrazivanja potvrduju kako biljke u eksperimentalnim uvjetima iz suviSka
Secera (saharoze) stvaraju brojne fenolne spojeve. Pirie i Mullins (1976) istrazili su utjecaj
povisSene koncentracije saharoze na koli¢inu ukupnih fenola i antocijana u listovima vinove
loze u uvjetima in vitro. Rezultati su pokazali kako poviSena koncentracija saharoze u
hranjivim podlogama (4,1 % u odnosu na 1,3 %) znacajno utjeCe na povecanje koliine
ukupnih fenola i antocijana. Mervat i sur. (2009) takoder su izvjestili o stimulativnom
djelovanju poviSenih koncentracija saharoze na koli¢inu ukupnih fenola, antocijana i
flavonoida u kalusnom tkivu krumpira. U ovom je istraZivanju porastom koncentracije
saharoze u hranjivoj podlozi takoder znacajno rasla koli¢ina ukupnih fenola, flavonoida,
antocijana te tanina. Budu¢i da se svi navedeni fenolni spojevi sintetiziraju preko puta
sikiminske Kkiseline u kojem je najzacajniji enzim PAL (fenilalanin-amonij-lijaza) mozemo
pretpostaviti kako je poviSena koncentracija saharoze djelovala na povecanje aktivnosti tog
enzima, a time i nakupljanje fenolnih spojeva u listovima smilja. Ovu pretpostavku mozemo
potvrditi 1 morfoloSkim promjenama na listovima smilja koja se o€itovala promjenom boje
listova iz zelene (niZe koncentracije saharoze, 1% do 3%) u Zutu i zutosmedu (vise
koncentracije saharoze, 4 % do 6 %). Naime, povetanjem koli¢ine fenolnih spojeva u
listovima povecava se i koncentracija enzima polifenoloksidaze (PPO) i1 peroksidaze (POD)
koji razgraduju fenolne spojeve ukoliko ih biljka ne koristi za zastitu od vanjskih Setnih
utjecaja, Sto rezultira promjenom boje listova (Yildiz i sur. 2007). Morfoloske promjene, kao i
poviSena koli¢ina fenolnih spojeva u smilju uzgojenim na podlogama s poviSenim
koncentracijama saharoze, u skladu su s rezultatima koje su Wang i sur. (2011) dobili na
mladicama brokule uzgojenim na podlozi s povisenom koncentracijom saharoze. Njihovo je

istrazivanje pokazalo kako se poviSenjem koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi (s 3 %
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na 6 %) aktivnost enzima PAL povecala za viSe od 40 %, a sukladno poviSenju aktivnosti

enzima rasla je i koli¢ina fenolnih spojeva.

S povisenjem koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi osim povisenog sadrzaja
fenolnih spojeva u eksplantatima smilja, povecavala se i antioksidacijska aktivnost
analiziranih ekstrakata. Fenolni spojevi dobro su poznati ,hvata¢i“ slobodnih radikala,
kelatori metala, donori vodika te ,,gasitelji“ reaktivnih oblika kisika (Proestos i sur. 2006). Dai
I Mumper (2010) opisali su fenolne spojeve kao spojeve koji imaju idealnu kemijsku strukturu
za neutralizaciju slobodnih radikala jer imaju: (I) fenolne hidroksilne grupe koje mogu
donirati vodikov atom ili elektron i (I1) dodatni konjugirani aromatski sustav za delokalizaciju
nesparenih elektrona. Brojni autori ve¢ su potvrdili antioksidacijsko djelovanje ekstrakata
smilja u uvjetima in vitro (Sala i sur., 2002, Sala i sur., 2003, Rosa i sur., 2007, Appendino i
sur., 2007). Metode koje su najcesée koristene su ABTS, DPPH, FRAP, te testovi anti-
peroksidativne aktivnosti. U ovom su istraZivanju koriStene metode ABTS, DPPH i FRAP

koje su pokazale visoku antioksidacijsku aktivnost ekstrakata smilja.

Re i sur. (1999) opisali su metodu ABTS kao jednostavnu metodu kojom se mijeri
antioksidacijska aktivnost Sirokog spektra karotenioda, fenolnih spojeva i nekih drugih
antioksidanasa prisutnih u krvnoj plazmi pri ¢emu dolazi do redukcije radikala ABTS+" u
neradikalni oblik uz promjenu boje reakcijske otopine. Ovaj radikal pokazuje visoku
stabilnost i dobru toplivost u vodenim otopinama pri sobnoj temperaturi (Robards i sur., 2001
no unato¢ tomu njegova je aktivnost u hidrofobnim otapalima (a time i reakcija s hidrofobnim
molekulama) izrazito slaba. Osim toga pokazuje slabu aktivnost s biljnim ekstraktima u
kojima je prisutna veca koli€ina enzima peroksidaze, a sama metoda pokazuje nelinearne
rezultate u razli¢itim razrjedenjima uzoraka (Callewaert, 2012). No, bez obzira na spomenute
nedostatke, rezultati metode ABTS provedene u sklopu ovog istrazivanja potvrdili su
znacajan porast antioksidacijske aktivnosti ekstrakata smilja uslijed porasta koncentracije

saharoze u hranjivoj podlozi.

Rezultati metode DPPH u reakciji s ekstraktima smilja pokazali su blagi, ali znacajan
pad antioksidacijske aktivnosti povisenjem koncentracije saharoze. Iako radikali ABTSe" i
DPPHe« imaju jednaki mehanizam reakcije s antioksidansima, metode pokazuju oprecne
rezultate. Ovakvo neslaganje u rezultatima potvrdili su i Okoh i sur. (2011) koji su izvjestili
kako fenolni spojevi prisutni u biljnim ekstraktima ne reagiraju uvijek jednako s razli¢itim

radikalima, odnosno da spojevi koji pokazuju dobru antioksidacijsku aktivnost prema radikalu
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ABTS+" ne pokazuju uvijek takvu aktivnost prema radikalu DPPHe. Cimbenici koji su mogli
doprinijeti neslaganju u rezultatima su i nacin pripremanja otopina radikala (pH vrijednost
otopine radikala ABTS«" je 7,4 dok je pH vrijednost otopine radikala DPPHe izmedu 5,0 i
5,5), stabilnost radikala pri sobnoj temperaturi, te vrijeme inkubacije nakon dodatka radikala u
ekstrakt (vrijeme inkubacije prije mjerenja kod metode ABTS iznosi 6 minuta, dok je kod
metode DPPH 30 minuta). Huang i sur. (2005) navode kako je aktivnost radikala DPPHe
izrazito ovisna o ekstrakcijskom otapalu: u vodenim i alkoholnim (metanolnim i etanolnim)
ekstraktima reakcija izmedu radikala i antioksidansa izrazito je spora zbog vodikovih veza
prisutnih u otopini. Ovaj uc¢inak uvelike se pojacava ako je biljni ekstrakt bogat fenolnim
spojevima koji zbog svojih hidroksilnih skupina mogu stvarati vodikove veze s hidroksilnim
skupinama alkohola i s vodom. Uc¢inak stvaranja vodikovih veza izmedu otapala i fenolnih
spojeva uvelike bi objasnio smanjenje antioksidacijske aktivnosti u naSim ekstraktima, buduci
da su ekstrakti nafinjeni od smilja koje je raslo na hranjivim podlogama s viSim

koncentracijama saharoze bogatiji fenolnim spojevima.

Rezultati metode FRAP pokazali su znacajan rast redukcijske (antioksidacijske)
aktivnosti ekstrakata smilja porastom koncentracije saharoze u hranjivim podlogama. Metoda
FRAP pripada skupini metoda ET (electron transfer) buduci da se mehanizam reakcije temelji
na redukciji bezbojnog Fe"'-TPTZ (TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-tirazin) kompleksa u intenzivno
plavi Fe"-TPTZ kompleks pri niskim pH vrijednostima (3,6) (Benzie i Strain, 1999). Ova
metoda je primarno razvijena za mjerenje redukcijske (antioksidacijske) aktivnosti krvne
plazme, ali se pokazala korisnom i u mjerenju antioksidacijske aktivnosti Sirokog spektra
drugih bioloskih uzoraka (Hodzi¢ i sur. 2009). Za razliku od metode DPPH, rezultati metode
FRAP podudaraju se s rezultatima metode ABTS: porastom koncentracije saharoze raste i
antioksidacijski kapacitet ekstrakata smilja. Slicnost u rezultatima dobivenim metodama
FRAP 1 ABTS objasnili su Bohm 1 sur. (2011). Oni su takoder uocili slicnost u rezultatima
ovih metoda mjere¢i antioksidacijski kapacitet karotenoida iz raj€ice 1 mrkve. Prema
njihovom razmatranju, slicnost u rezultatima ovih metoda posljedica je bliskog redoks
potencijala Fe(ID)/(IIT) (0,70 V) i ABTS/ABTS** (0,68 V), §to znadi da Fe'"'-TPTZ i radikal
ABTS-" imaju gotovo jednaku tendenciju redukcije u nize oksidacijsko stanje (reagiraju sa
spojevima sli¢nog redukcijskog potencijala). Mnogi autori koriste metodu FRAP u svojim
istrazivanjima upravo zbog razli¢itog mehanizma reakcije s antioksidansima. Bin Li i sur.
(2010) napominju kako na antioksidacijsku aktivnost pojedinog ekstrakta mogu utjecati

mnogi ¢imbenici, te jedna metoda, ili nekoliko metoda sli¢énih mehanizama, nisu dovoljne za
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odredivanje antioksidacijskog kapaciteta. Upravo iz tog razloga i u ovom je istrazivanju
koriStena metoda FRAP. Iako je brza i jednostavna, a reagensi potrebni za izvodenje mogu se
lako komercijalno nabaviti i nisu skupi, u literaturi se Cesto navodi kako ova metoda ima
nisku stopu reprodukcije (isti ekstrakti ¢esto daju razli¢ite rezultate) te da mjerena redukcijska
aktivnost ne odrazava nuzno i antioksidacijsku aktivnost ekstrakta, ve¢ daje uvid u ukupnu

koncentraciju antioksidanasa prisutnih u uzorku (Bin Li i sur., 2010).

Budu¢i da su svi fenolni spojevi (tanini, flavonoidi i antocijani), ¢ije su koncentracije
mjerene u ovom istrazivanju, pokazali antioksidacijsku aktivnost u razliitim istrazivanjima
(Close i McArthur, 2002; Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2011; Ma i Ge, 2013), bilo bi nezahvalno
pripisati antioksidacijsku aktivnost ekstrakata smilja samo jednoj skupini fenolnih spojeva.
Kako bi se utvrdilo koja skupina fenolnih spojeva smilja ima najvisi antioksidacijski kapacitet
potrebno je provesti daljna istrazivanja. Daljna istraZivanja potrebno je provesti i na

mikropropagaciji i aklimatizaciji smilja kako bi se mogli uvesti u poljoprivednu proizvodnju.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja sadrzaja fenolnih spojeva i antioksidacijskog
kapaciteta ekstrakata listova smilja koje je uzgajano na hranjivoj podlozi MS s razli¢itim

koncentracijama saharoze (od 1 % do 6 %) moze se zakljuciti sljedece:

1. Povisenjem koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi poveé¢ao se udio ukupnih
fenola, tanina, flavonoida i1 antocijana u listovima smilja Sto ukazuje kako saharoza
znacajno utjeCe na metabolicke puteve sinteze sekundarnih metabolita.

2. Od svih mjerenih fenolnih spojeva najveéi udio imaju tanini (~87 %). Udio flavonoida
znacajno je nizi (~11 %) dok je udio antocijana najnizi (~1 %).

3. Povisenjem koncentracije saharoze u hranjivoj podlozi povecao se i antioksidacijski
kapacitet ekstrakata listova smilja prema metodama ABTS i FRAP. Ovo je povecanje

usko vezano uz povecanje udjela fenolnih spojeva.
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